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Astergillus ochraceus WILHELMの蛋自分解聾素について(第3報)
N-及びc-末端アミノ酸について
岸田忠昭・吉一村貞彦
Studies on the Proteinase of Aspergillus ochraceus WILHELM (Part. III) 
Identification of N -and C-terminal amino acids. 
Tadaaki KISHIDA and Sadahiko YOSHIMURA 
緒言
筆者等はすでに AStergillusochraceusが生産する
蛋自分解酵素(以下AOPと略記)に関するー速の研究
を行い，本酵素の結晶化1入蛋自分解能の比較}及び諸
性質1)幻等につき検討したが， 最近各種の酵素及びその
他の物質において，その構造解明に努力が払われて居り，
そのー環として数種のものについては， NおよびC末端
アミノ酸4)ー 13)が，又ある種のものにおいてはその全構
造が解明された14)，15).
これらの構造解明には Dinitrophenylation¥6)・17) (以
下DNP化と略記).Em;ymatic hydrolysisI5)，18)，19】
Hydrazinolysis20)および Phenylisothiocyanate法16】・
21l等の方法，更に加ふるに chromotographyが認使さ
れ有用な手段としてその成果を発揮した.
ここに，筆者らは.AOPにつき更に研究を進める一
過程として酵素の構造についても検討した<. DNP化
法.Carboxypeptidase法(以下CP-ase法と略記)お
よび Hydrazinolysis.それに Paperchromatography 
を併用して，本酵素蛋白の N-および C-末端アミノ
酸についても研究し，それら未端基が既知のものとは同
ーでないことを証明し得たのでその結果を報告する，
実験方法
1. 実験材料
前報1)同様にして得られた結晶酵素標品を3回再結を
繰返して使用した.
2. AOpの過蟻酸酸化22)
結晶AOP 100mgを80%蟻酸2.5ccに完全に溶解さ
せu反応中の凍結を防ぐ為無水メタノール0.5∞を毘搾
しつつ加えた.又，過蟻酸は30%過酸化水素1.8ccを80
%蟻酸8.2ccに加え室温 (250C)に2時間時々振憂し
て放置し調製した.
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この両波は次に各約一 70_ ー10。で30分間冷却した
後，混和し同温度で2時間半時々摂謹しつつ反応させた.
酸化終了後 0。の水で(約15cc)凍結乾燥用フラスコ中
に洗い込み，直ちに凍結乾燥に付し，過酸化水素が完全
に除去された後更に24時間流酸を乾燥剤とするデUケー
ター中に放置して実験に供した.
3. AOPのDNP化
F， SANGER法16).17)に準じて行った.
則ち， 酸化酵素 0.3mgに 0.2M trimethylamine 
O.3ccを加え，これに約lccの水を加えて懸濁し，更に
5μl-f1uoro-2.4-dinitrobenzeneアルコール液を 2cc
加え，暗室中 (250) で2時間振盈しつつDNP化した.
4. DNP 雷導体の加水分解
DNP誘導体の溶液に再蒸溜した塩酸を最終濃度が6
Nになる様に加え，融封後1050で16時間暗所で加水分
解を行った.又.10N塩酸で同様に4時間加水分解をも
同時に行った.
5. DNPアミノ酸の抽出
酸加水分解終了後，塩酸濃度を約 lNに希釈して分液
穏斗に移し，硫酸第一鉄溶液で過酸化物を除去したエー
テル夫々 5ccを加えて振還する操作を4-5回反覆拍出
した.‘エーテル不溶性残部は，水相拍出部としてエーテ
ル可溶部と同様夫々減圧濃縮後，それら各個別につき二
次元 paperchromatograp~y を行った.
6. DNPアミノ酸の Paperchromatography. 
paper chromatographyには東洋諸紙 No.50(40x 
40cm)を使用し， 上昇法?とよった. 務紙の下端および
左端から 5cmの交点にエーテル拍出部又は水拍出部の
試料を径5mm内外7こspotし.反対側に既知 DNP-ア
ミノ酸をアルコール又はアセトンに溶かじたものを同様
にspotした後，常法通りクロマ dト円筒に入れ，約0;8M
NH.OH波を入れた容器を置き，約4時間暗所 (250C) 
に放置しクロマト穏紙をアンモユアガスで充分に平衡に
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alcoholを5%酢酸で飽和したものも使用した23).
8. CP-ase (A)25)の精製および活性化
市販 CP-ase(Worthington Biochernical Corp.製)
を LEVy16)らの行った方法に準じ，蒸溜水で数回洗糠し，
吸着されているアミノ酸を除去した後， 1 % NaHC03 
液0.1ccを含む水1ccを加えて懸濁させ， OOCで 0.1N
NaOHを滴下して溶解し，直ちに 0.1NHClを加えて
pH 8に調整した.この CP-ase溶液は室温 (250C) 
で 0.004Mの MgCJ，を含む O.005 M Tris buffer 26) 
(pH 8.5)で約2時間透析を行い活性化した.
9. 無水ヒドラジンの調製
冷却器を付けた丸底フラスコ中に硫酸ヒド号 Uン 50g
を粉末状苛性ソーダ70gで包む様に入れ，泊浴中(1200)
で加熱，反応が激しい時には加熱を一時止め，時々ゆる
やかに鹿持し乍ら反応を完了させた後，直ちに減圧蒸溜
を行い.溜出液は更に蒸溜を2回繰返し，かくして得ら
れた無水ヒドラ Uンは 1cc宛アンプル中に封入保存し，
これを hydrazinolysisに使用した.
第5巻兵庫農科大学研究報告
達せしめた後，展開剤を入れ暗所で展開させた.二次元
展開は，一次元展開が終了後 400Cで約30分間乾燥した
後に行った.
7. Paper chromatographyの展開剤
この種の実験に採用される展開剤は多種多様にあるが
本実験では以下に述べるものが適当であった.
一次元展開剰としては佐竹23)らが使用したもので n-
butanolに 2NNH.OHで飽和させたもの，又二次元
展開剤としては， LEVy24)又は佐竹町らの使用したも
の， JlDち 1MNaH，PO.と 0.5M Na.HPO. の混合溶
液で pH6.0のもの (LEVYら)，又は 1MNa，HPO. 
と 0.5MKH，PO.の混合溶液 pH5.6のものを採用し
た.以上の展開弗jで分離が完全でない場合には iso・arnyl-
BuOH-NH.OH 
tnNA 
果
AOPの N 末端アミノ酸
室温暗所で DNP化後，過剰の 1-fluoro-2.4-dinitro・
benzene をエーテルで除去し， 加水分解を行った後，
常法通り DNP-アミノ酸を拍出し， paper chrornatogr-
aphyにより本酵素のN末端アミノ酸の同定を行った結
果グリシンであることが判明した.
又，アミノ酸により 6N塩酸中よりもむしろ10-12N
塩酸中の方が安定なるアミノ酸が知られている27)為， 10 
N塩酸で 1050 で4時間加水分解を行ったところ同様の
結果を得た. (第1図)
AOPの CP-ase法による C末端アミノ酸
活性化した CP-aseを基質 (AOP)に対し 1: 50の
比で混合し，一定時間後(但し， 0， 60， 120， 240およ
び300分)に一定量 (2cc宛)取り， 100。に3分間加熱
振還し， 酵素作用を止め， 常法により DNP化および
paper chromatographyを行い AOPの C末端アミノ
酸の同定を試みた. (第2図)
この場合，前述の展開剤では判然とした結果は得られ
なかったので iso・arnylalcoholを使用して展開を行わ
せた所， (第3図)AOPの C末端アミノ酸はアスパラ
ギン酸でゐることがやjった.
AOPの Hydrazinolysisによる C末端アミノ酸
赤掘20)らは hydrazinolysis法により蛋白質あるいは，
ペプチドのC末端アミノ酸を同定したが，筆者らも前項
に述べた如く CP-ase法により得られたC末端アミノ酸
結験実
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N-末端アミノ酸のクロマトグラム
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(Asp.)を確証する為にこの方法を採用した.
酸化 AOP10mgに無水ヒドラひン 0.5ccを加え直
ちに融封し， 100。で7時間加熱した後， 硫酸を乾燥剤
とする減圧デシケサー中で24時間放置し，乾固残留物 DNA I ・
を5ccの水にとかし，減圧濃縮後， 0.2 M trimethyl' 
amineを等量加え，・以下常法の如く DNP化した後，
エーテル5cc宛4回拍出し， 水相部に塩酸を加え酸性
(約 pH1)にし，酢酸エチル 5cc宛で5回拍出じ，こ
れを減圧獲縮後，常法により paperchromatograthy 
を行つった所， CP-ase法と同様の結果を得た.筒，こ
れら N-及び C-末端アミノ酸残基は略 1: 1 の比~
で検出された.
考察
実験に供した蛋自分解酵素がN末端基にglycineぷ末
端基に asparticacidであることは，前者は l-fluoro
-2.4-dini trob叩 zeneを用いる所謂 DNP化法で，後者
は CP'aseによる方法及び hydrazinolysis法により，
後何れの場合も paperchromatography法を併用して
決定した.
N末端基決定時， DNP-アミノ酸中には酸加水分解
に当り可成り高度の破壊を起すもの(例えば Gly.及び
Pro.の如き)も知られて居るので，上記実験は加水分解
時間及び塩酸濃度を変化させて行ったが，それら異る条
件下でもN末端基アミノ酸の種類 (Gly.)を変化させな
' 
' • 
Sample Asp. Glu. 
第3図 C-末端アミノ酸のクロマトグラム (2)
現在，酵素蛋白で2本以上のペプタイド鎖から成り立つ
もの，あるいはペプタイド鎖のある部位から分岐した側
鎖を持つものも稀に報告されて居るが，一般には 1本の
ポリペプタイド鋭から成り立つものが多いとされて居
る29).
本実験で使用された酵素も上記結果の示す限り両末端
った.ー に各1種宛のアミノ酸残基しか検出し得ないので.只l
又， C末端基の決定は CP-aseによる方法は被験物の 本のペプタイド鎖から成り立つものと推定される.
C末端基のアミノ酸の種類により，又C末端基の次位に 一方，:ai自分解酵素で現在知られるもののうち，それ
結合するアミノ酸の種類等により必ずしも信頼し得るベ らの持つ N-および Cー 末端基のアミノ酸残基の明ら
き結果のみを得るとは限らないので28)， hydrazinolysis かにされたものは少ないようであるが，第1表に示す通
法をも試み，両者の比較を行ったのであるが両法共に定. り，Ast. ochraceus proteinaseの持つ両末端アミノ酸
性的に asparticacidのみであることを確認し得た. 残基と一致するものが他に見当らないことは，来源を異
第1表 各種蛋自分解酵素の末端アミノ酸
蛋自分解酵素
Proteinase from Ast. ochraceus 
Chymotrypsin-n' 
Chymotrypsin-8 
Papain 
Pepsin 
Proteinase from Bac. natto 
Proteinase from Bac. subtilis N' 
N末端アミノ酸
Gly. 
Cys. I1eu. 
Cys. I1eu. 
I1eu. 
Leu. 
Ala. 
Ala. 
Proteinase from Pen. chrysogenum I Ala. Asp. 
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C末端アミノ酸
Asp. 
Arg. 
1加.
Gly. Cys. 
Ala. 
Leu. val. 
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にする蛋白分解薄紫が示す多岐l生の一端お現わすものと 11) THOMPSON， E.O. P.，:J.Biol. Chem.， 207，563(1954). 
して興味ある事実と考えられる 12)WILLIAMSON， M. B.，: Biochem. Abst. 01 Com' 
総 括
Astergillus ochraceusの生産するアルカリプロティ
ナーゼのN-およびC-末端アミノ酸残基は夫々 glycine
および asparticacidであることを， DNP化法，
carboxypeptidase 法および hydrazinolysis 法に
paper chromatographyを併用して同定し，既知の蛋
自分解酵素の末端アミノ酸残基と全く異る種類のアミノ
酸でおることを指摘した.
更に.こ孔ら両末端アミノi致残基数は略 1: 1の比率
で検出されたことから本酵素は一本の poly'peptide鎖
から成るものと推定した.
終りにのぞみ，御指導をいただいた三宅捷先生に厚〈感謝致
します。
(食品・応用微生物学講座昭36.8.31受理)
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Summary 
The kinds of amino acid residues of N-and 
C-terminal of the proteinase secreted by a strain 
of AStergillus ochraceus. quite different from those 
of any prot巴inaseshither.to known~ were shown to 
be glycine and aspartic acid respectively; and as 
100 
above two amino acids were detected approximately 
1:1.in molar ratio， itwas assumed that the prote-
inase consists of a single poly'peptide chain. 
(Laboratry of Food Chemistry and Applied 
Microbiology) 
